® BUNDESREPUBUK @ Patentschrift 
DEUTSCHLAND @ DE 2509783 C2 




C07C 103/52 

A61 K 37/43 



@ Aktaruflichen: 

@ Anmeldetag: 

@ Offenlegungstag: 

@ Veroffentlichungstag; 



P2509783JM2 
a. 3.75 
11. 9.75 
17. 2.83 



DEUTSCHES 
PATENTAMT 

Innertialb von 3 Monaten nach VerdffentKchung der Erteilung kann Bnspruch erhoben werdan 



@ UnionsprioritSt: @ @ ® 
06.03.74 JP P27442-74 

@ Patentinh*t>er: 

Takeda Chemical Industries, Ud., Osaka, JP 

@ Vertreten 

Schdnwatf, K_ Dr.-lng.; Fues, J., DipL-Chem. Dr.rer jiet.; 
von Kreisler, DipJ.-Chem.; Keller, J., Dipl.-Chenx; 
Sehing, G., Dipl.-lng., Pat-Anw^ 5000 Koln 



@ Erfinder: 

Fujiito, Masahiko, Takarazuka, Hyogo, JP; Fukuda, 
Tsunehikn. Suite, Osaka, JP; Shmagawa, Susumu, Higashf, 
Osaka, JP 

@ Entgegenhaltungen: 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 49, 9972, 698 bis 705; 



Decapeplklai little und Verfafwon sti oloron Horatsthjng 



BUN0ES0RUCKEREI BERLIN 12.83 230 267/121 



100 



BEST AVAILABLE COPY 



25 09 783 



Patentansprflche: 
1- Dccapcptidaroide der ftUgemeinco Formel 
PyrGhi-HSs-TVp^er-RrRa-Ha-Arg-Pro-Gly-NHa 

2. Decapeptidanud nach Anspruch 1, dadnrch 
geken^-chne, daB R, Tyr. £ D-Ser und ™ „ 

3. Derapeptidamid nach Anspruch 1, dadurch 
Sen* R ' ^ R2 °- phe undTuo 

4. Verfahren zur Herstdhmg der Decapeptidami- is 
de nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
n^mans^bckannterWeiscI.P^gtoan^ 

Aj^nositawequenz entsprechende* N-tEal et 
nwj'P^^taniiiisaiirerest atifWeisendes Peptid- 20 

?l Aminokomponente, die dem 
wtiBchra Tcil des gewflnschten Decapcpfidamid* 

nn^^M nd - enS "^ WObd ReakW 
partner wahlweise erne Oder mehrere Schuizgrup- 



ONB: N-Hydroxy-S-norborrien^^K 

c^rpoximjdester 
OSu: N-Hydroxysotccnuwdester 
Pbej Pbenylalanm 
Pro: Prolin 
PyrGhi; PyroghitannmSure 
Sen Serin 
Thn Threonin 
Tos: Tosyl 
Trp: Tryptophan 
T>n Tyrosin 



Die Erfindung betrifft note Decapeptidamlde mit * 

P5T<}lu-H^Tr P ^ w .R 1 -R rRrArg .p ny<3 ^ NHi ^ ^ 

££^^2^ D - N,e ' D ' Nva ' D-Abu, D-Phe, 
D^^Thr oder D-Met und Rj Leu, Heoder Nle 

H^friWj hn H betriffl auch <*> Verfahren zur <o 
HersteDung der Decapeptidamide der Fonnel (1% 

In der Beschreibung und den PatentaZrOAen and 
Aminosauren und Peptide und ihre SZT.T 

weSeT 16 Abk0ram « en beiapiebweise ver- 5a 



Es 1 ist bekannt, daB der Hypothalamus Faktoren 
enthaU welche auf hoherer Se^e SdaSon 

u!ZT ^? enm « ehjes Thyrotropin fhssetzenden 
HnZT ^ ^ ein Ho ™ on - ^ Iin*misferen& 
.*™„ n „ f^etzt (LH-RH), in retoer FornTanl 
fc.^,^ extrahiert and als efa 
Decapepud der folgenden Struktnr ideatiffziert: 

« ££^^^ B i? dient Bi °P h y s - Res- Cbmmun, 
wi^S.^^ rt * *** N«t AcadSct 
US* 69. 278 (1972)} Auf diese Erkenntnis folgte dfe 
Hereudlung enter Anzahl ahnficher Peptide, Mit den 

kSS^L 0 * ^ * PhysfclogiscteMrS 
tS «n>st geringfogige Modifikatio- 
^J^^SS^? Aminosaurenmmrnenset- 
^? 8< *, ,1Kt v*"**™*** oben angefuhrte 
cbemische Struktur als wesemiich fflr tfie Erzklung der 
mawmalen physiolo^en Wirksamkeit angesehen 

a^isa** ^ *~ 

den von ihnen hergestellteu LH'RH-AnaJogenwie z. EL 

[^a3LH.RH,[D-Aia«JLH-RH ( 
' "I,[D-VaK]LG-R 



[VaOTLH-RH, tD-Var^G-Rri 
[Pro*JLH-RH und[D-Pro«]LH-RH 



Abu: 
Arg: 
BOC; 
Bzl: 
DCC: 
Oly: 
His 



a-Aminobuttersaurc 
Arginin 

tert-Butoxycafbonyl 
Benzyl 

N^'-Dicydohexyicarbodiimid 
Oiyon 
«oj Histidin 

HONB: N.Hydroxy.5.norbornen-23-dJcarb- 
oxiraid 

tie: isoieucln 

Leu: Leucin 

Nle: Norleucin 

Nva: Norvalin 

Met: Methionin 

OMe: Methylester 

OBzi: Benzylester 



3J 



jene der Formel [D-Ala'JLH-RH die stlrkste Wirksam- 

s'^ui S^Sf? 0 - 45 ^ der WblcsaSder 

hm, daB LH-RH-Analoge, die in Stelkmg 6 eine 
p-Aiiimosaure mit enter grofleren AnzahlVon Seite^ 
% l X «^«. «b D-Ala, weniger wirkWstX 
das Summhormoa Trotz des oben angefflhrten Standes 

Ben Polypeptide der Forme! (I) urn wenigstens 1000% 
^kuflgsvoUer .md als ihre Stamm^LH^^Hormone! 
t>!e Erfindung beruht auf diesen ErkenninSen? 

Hauptzlel der Erfindung ist daher die Bereitstellung 
von neuen Decapeptidamlden der Formel (1) und 
starker ovulauonslnduziertnder Wirksamkeit 
Ein weheres Ziel d«- Prfi«A«.» ju « Jr.. 



Era wefterei Ziel der Erfindung hTdle^eluteliung 
ir Hersteliung der Decapeptidamide 



65 



eines Vcrfahrens zur 
der Formel (l> 

Ansp^eKf ** ^ * ehe " au » de » 

ein Peptidfragment, das eine N-endstandige L-Pyroglu- 
taminsaure aufweisi und auflerdem von dort an die 
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AminosluresequeTO der Formel (I) besitzt, Der mit dem Reaktantcn (A) und (B) gegebenenfalls geschfltzt slnd. 
Reakteiitea(A)wtopdenj^ndeRcaktent(B)i^eme Gnrodlegende KorobtaatioiwrnagUchkclten der 

Aminkomponente, weJche dcm Rest des Decapepdd- Reaktanten (A) und (B) sind aus der nacbstehenden 

ainidderivates der Formel (I) entspricht, wobei die Tabefle 1 erwchtlich. 



TabeBe 1 



Kom- 
bina- 



Reaktant 
(A) 



(B) 



1 PyiGlu-OH 

2. PytGlu-His-OH 

3 PyiGlu-His-Trp-OH 

4 PyiGlu-His-Trp-Ser-OH 

5 PyiGlu-His-Trp-Ser-Ri-OH 

6 PyiGla-His-Trp-Ser-R,-R2-OH 

7 PyrGl^HIs-Tip-Ser^Ri-R2-R3-'OH 

8 PyrGIu-His-Tip-Ser-R,-R 2 -^-Aig-OH 

9 PyiGIu-His-Trp-Ser-Rj-Rz-Rs-Arg-Pro-OH 
10 PyiGl^His^T^Ser^-Rr-^-Aig-Pro^Iy-OH 



H-His-Trp-Ser-Rj-Ri-Ra-ArB-Pro-GIy-NH, 

H-Tip-Ser-Rt-Ra-Rs-Arg-Pro-Gly-NHj 

H-Ser-R,-R a -R 3 -Arg-Pro-<}ly-NH 2 

H-Rj-Ra-Ra-Arg-Pro-G^-NHi 

H-R 2 -R 3 -Arg-Pro-Gly--NH 2 

H-Ra-Aig-Pro-Gly-NH 2 

H-Aig-Pro-Gly-NH 2 

H-Pro-GIy-NH 2 

H-Gly-NH 2 

NH 3 



E$ ist audi bekannt, daB eme geschfltzte LrGhitamyi- 
gnippe der allgemeinen Formel (II) _ 30 



I^CO— CH-CH 2 CH(NHJCO— 



CD) 



worin R, eine Alkoxygruppc wie z. E. Methoxy, Athoxy, 
n-Propoxy, iso-Propoxy, n-Butoxy od. dgL, eine Aralky I- as 
oxygruppe wie z. B. Bcnzyloxy od. dgL, oder Amin 
bedeutet, leicht in die L-Pyroglutamylgnippe der For- 
mel 



TT ,CO— 



40 



durch in Kontaktbringen mit einer Base wie tB 
Ammonia* a dgL oder einer Satire wie z. R Essigsfiure 45 
od dgL umgewandelt werden kann und daB die Gruppe 
der Formel (II) in diescr Hinsicht der L-Pyroglutamyl- 
gruppe selbst aquhralent bt Das erfindungsgefii&Be 
Verfahren ist auf der Annahme aufgebaut, daB das 
l^Pyroglutamyl(dh.I^!u-)desRe^tanten(A)mcht so 
nur die L-Pyroglutamylgruppe selbst, sondern auch die 
geschOtzte L-Gtutamylgruppe der Formel (II) em- 
schlieBt Wenn das (P>r)Glu- des Reaktanten (A) die 
Gnippe (II) dOTteflt, kann die Gruppe (II) leicht nach an 
sichbekannten Verfahren in die L-Pyrdglutamylgruppe 55 
selbst umgewandelt werden 

Die erfmdungsgemflBe Kondensationsreaktiort kann 
nach fQr die Herstellung von Peptidbindungen bekann- 
ten Verfahren durchgefohrt werden. Beispiele for solche 
Kondensationsverfahren sind das DOC/HON B-Verfah- 
ren (BB-PS 7 96 399), das Azidverfahren, das Chlond* 
verfahren, das Sftureanhydridverfahren, das gemischte 
Saureanhydridvcrfahren^dasDCC-VerfahrerudasAktiv. 
esterverfahren, das des Woodward-Reagens-K-Verfah- 
rens, das Carbodiimidazolvcrfahren, das Oxidationsre- 
duktionsverfahren und andere[vg1.The Peptides Band 1 
(1966), Schroder und LObke, Academic Press. New 
York! 



60 



65 



Vor der {Condensation kdnnen die Carboxyl- und 
Aminogruppen, welche an der beabsichtigten Reaktion 
nicht teflnehmen soften, geschfltzt werden oder die an 
der Reaktion teflnehmenden Carboxyl- und/oder 
Aminogruppen nach an sich bekannten Verfahren 
akthnert werden. Die Carboxylgruppen in den Aus-. 
gangsstoffen kdnnen in Form von Metallsalzen (z. B. 
Natrium- und Kalhimsalzen) oder von Estern (wie z. B. 
Methyl, Athyl, Benzyl, p-Nitrobenzyl, tert-Butyl- oder 
tert-Amylestcrn) geschOtzt werden. 

AIs Schutzgruppen fur die Aminogruppen in den 
Ausgangsmaterialien sind alle bei der Herstellung der 
Peptide gebrauchKchen Schutzgruppen /Br Aminogrup- 
pen, wie z R die Benzyloxycarbonyl-, tert-Butoxycarbo- 
nyl-, Isobornytoxycarbonylgruppen geeignet Die Imi- 
nogruppe des Histidins kann durch jede herkommliche 
Schutzgruppe wie z. a die Benzyl-, Tosyl-, 2,4-Dinitro* 
phenol-, tert-Butoxycarbonyl- oder Carbobenzoxygrup- 
pe geschfitzt werden. Die Hydroxylgruppe des Serins 
kann durch jede herkdmmliche Schutzgruppe wie z. B 
die Benzyl-, tertrButylgruppe und andere atherbildende 
Gruppen geschOtzt werden. Die Hydroxylgruppe des 
Tyrosins kann mit der Benzyl-, tert-Butyl* und anderen 
fttherblldenden Gruppen, die Guanidinogruppe des 
Arginins mit Gruppen wie z»R die Nitre-, Tosyl-, 
Carbobenzoxy-, lsoborny loxycarbony I- oder Adamanty 1- 
oxycarbonylgruppe geschfitzt werden AIs Beispiele fQr 
aktivierte Carboxylgruppen in den Ausgangsmaterialien 
seien das entsprechende Sfiureanhydrid, Azid oder 
aktWe Ester [dh. Ester mit Alkohoten wie z,& 
Pentachlorphenol, 2A5*Trichlorphenol, 2^4-Dinitrophe* 
nol, Cyanomethylalkohol, p-Nltrophenol, N-Hydroxy-5- 
nofbornen-23*dicarboximid N*Hydroxysucdnlmid 
N-Hydroxyphthalimid oder N*Hydroxybenztriazol] ge- 
nannt Die aktivierten Aminogruppen in den Ausgangs- 
materialien kdnnen z. B. das entsprechende Phosphor- 
s&ureamid sein. 

Aus der nachstehenden Tabelle sind Beispiele fQr 
Kombinationen solcher Formen von Carboxyl- und 
Aminogruppen in den Produkten (A) und (B) ersichtlich. 



BEST AVAILABLE COPV 



25 09 783 



6 



Bebpiele fflr 

Jvf} m b in ft* 
tiopen 



Ausgangsn 
(A) 

COOH 


wtcrMen 

NH 2 


(B) 

COOH 


NH a 


frei 

aktiviert 
frei 


geschutzt 
geschutzt 
geschutzt 


geschtitzt 
frei 

geschutzt 


frei 
frei 

aktiviert 



1*) 
2 
3 

Aomcikung; 

^^^^^ den ^js^i^r vor - Emc Ausmh ^ onn der£ - 



PyrGIu-His-Txp + Ser^-Schutzgnippe 

| ^Condensation (z. B. DCC/HONB) 
PyiGlu-His~Tip-Ser--R I .Schutzgnippe 

Entfernung einer Schutz- 
gnippe (z. B. katalytiscbe 
Reduktion mil Pd Ketalysator) 
PyrGlu-His-Trp-Ser-R, 



L 



N0 2 

Z~R 3 -R 3 ~Aig-Pro-GIy-NH 2 

I Entfernung einer Schutzgruppe 
(z. B. in Oegenwart von HBr)* 

R2-Rj-^-Pro-GIy-NH 2 



NO, 



I^lu-His-Tip-Ser-R l -R ? -R J -.Arg-Pro-GJy-NH 2 



Enifemung einer Schutzgruppe (z. B. in Gegen- 
wart von SnCI a in Ameisensaure-Wasser, katalyti- 
scbcr Reduktion mit einem Pd Katalysator 
Oder HP) 

PyKJIu-Hi5-Trp-S«r*-R l -R J -R 3 -Aig-Pro-Gly-NH J 



I i — r 7«. " w^cnwan ernes LOsungs- 
ni teb dufthgefflhrt werden. Das Losungsmittel kann 
das gleiche sein wie es bei Peptidkomteiisationsreaktio- 
nen verwendet wird, z.R kfinnen wasserfreies oder 
wassenges Dimethylformamid. Dimethyisulfoxid, Pyri- 
dm. Oiloroform, JWoxan, Dichlormethan, Tetrahydrofu- 
ran sowie geeignete Mbchungen soldier Losungsmittel 
als Beispieieangefflhrt werden. ^ 

reichs, welcher ah for Reaktionen zur Peptidbindungs- 

SS?W^ bckamrt bt * dh -^hnlfch innerhflb 
ernes Bereichs von etwa -20 bis ctwa 30° C Die 
Prccuiwrprodukte (die geschfltzten Peptide) der 
kE C Kl Verbindungen 
hSi?S? ^-^theseverfahren 

Nach Beendigung der KondcnsationsreakUon kon- 
nen die gegebenenfalis vorhandenen Schutzgruppen 
nach bekannten Verfahren entfcrnt werden. Als 
Beispiele hierfflr seien katalytische Reduktion in 
Oegenwart eines Katalysators wie Palladiumschwarz, 
Palladium auf Kohle, Platin, Solvolyse mittels Fluorwas 
serstoff Tnfluoressigsfture, und Reduktion mit metalli- 
schem Natrium in flussigem Ammoniak genannL . 
h^d S °l ^ esiel ! ie pe P^ der Formel (I) kann aus 
dem Reaktionsgemisch nach an sich fQr die GewinKiiur 
von Peptiden bekannten Verfahren wie z. B. Extraktion 



Vertedung, SauJenchromatographie gewonnen werden. 

Die erfindungsgemafle Reaktion kann nach jedera an 
ach bekannten herkOmmiichen Festphaseverfahren 
w durchgeftthrt werden. 

Das Peptid der Forme! (I) kann audi in Form eines 
Sabes gewonnen werden. 

Ab Sauren, die mit den Peptiden der Formel (I) Salze 
bilden, seien anorganische Sauren wie Salzsaure, 
30 Bromwasserstoffsaure, Perchlorsfiure, Salpetersaure. 
Rhodanwasserstoffsaure, Schwefelslure, Phosphorsfiu- 
re und organische Sauren wie Ameisensflure, Essigsaure, 
Propionsaure, Giycofcaure, Milchsaure, Brenztmiben- 
saure, Oxalsaure, Malonsaure, Bernsteinsaure, Malein- 
* <tof * Fumarsaure, Anthranylsaure, Zimtsaure, Naptha- 
Imsulfonsaure oder SulfanylsSure genannt 

Die erfinduiigsgemaBen Decapeptidc der Formel (I) 
besitzen LH-RH- Wirkung (d h, sie setzen ein luteinisie. 
rendes Hormon frei) und ferdern daher die Sekretion 
w von hiteimsierendem Hormon (LH) und follikelstimulie- 
rendem Hormon (FSM)i Die Polypeptide der Formel (I) 
jind daner fflr die Verwendung zur Fflrderung der 
Ovulation bei Frauen und Tieren wh ^B. Ratten, 
Schafen. Schweinen. ICOhen, Stuten. Wachteln oder 
H fl nnern geeignet, sie kdnnen auch for andere 

V u a Du i$C ^ Z ^ kc * f0r we,che bisher nerkdmmli- 
che LH RH. M und FSH-PrBparate eingesetzi worden 
smd. verwendet werden. 
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Da die LH-RH-Wirkung der Decapeptide der Formel 
(I) etwa 10- bis 25mal starker ist als die LH-RH-Wir- 
kung der in der Natur vorkommenden Verbindungen, 
kann ihre Dosierungsmenge for jede Anwendung auf 
der Basis dieses Vielfachen ermlttelt werden, wobei s 
auch andere Faktoren (wie Z.B. der Empfanger der 
Verabreichung oder die Art der Krankheit) in Betracht 
zu Ziehen sind So kann z. B. eine geeignete Dosierungs- 
menge innerhalb eines Bereiches von etwa 5 ng 
(Nanogramm) bis 10 ug taglich pro Kilogramm io 
Kdrpergewicht liegen. 

Decapeptide der Forme! (I) werden vorwiegend 
nichtperoral, d. h. mittels Injektion. rektal oder vagina! 
verabreicht obgleich sie in manchen Fallen auch peroral 
verabreicht werden. is 

Als Beispiele f Or geeignete Darreichungsformen seien 
Injektionen, Suppositories Pessarien und Pulver ge- 
nannt Die Injektionen kdnnen durch l^sen von etwa 
10-500 y eines Polypeptides der Formel (I) in 1 ml 
physsclogischcr SCoehsalzldsung hergcstellt warden. Die 20 
Decapeptide der Formel (I) kdnnen auch durch Zugabe 
von Mannit als Excipienten in lyophilisierte Ampullen- 
produkte ObergefOhrt werden und sind in dieser Form 
jederzeit als Injektionen gebrauchsfertig. 

Die als Ausgangsmaterialien im erfindungsgem&Ben 25 
Verfahren geeigneten Peptide kdnnen u. a. nach fOr die 
Peptidherstellung bekannten Verfahren hergeslellt 
werden. 

Die Erftndung wird anhand der Beispiele naher 
erlautert *> 

In den Beispielen bedeuten folgende AbkOrzungen 
den Rf-Wert bei Dflnnschichtchromatographie an 
Silikagel mi: den folgenden Ldsungsmitteisystemen: 

Rf 1 : Chtoroform/Methanol/Essigsaure 9 : 1 : 0,5 35 
RP: Athylacetat/Pyridin/Essigsaure/ 

Wasser30: 10:3:5 
Rf 3 : n-Butanol/Athylacetat/Essigsaure/ 

Wasser 1:1:1:1 

40 

Beispiel 1 

Herstellung von PyiGlu-His-Trp-Ser-Phe-(D)- 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

a) Herstellung von *s 
Z-<D)-Nva-Leu-Arg(N02)-Pro-GIy-NH2 

Einer Ldsung von Z-(D)-Nva-OH (380 mg); H-Leu- 
ArgfNO^Pro-Gly-NH, (690 mg) und HONB (300 mg) 
in 5 ml Dimethylformamid werden 340 mg DCC bei 0°C M 
unter Ruhren zugegeben. Das Gemisch wird 2 Stunden 
lang bei 0°C und weitere 10 Stunden lang bei 
Raumtemperatur geruhrt Das Reaktionsgemisch wird 
abfiltriert, urn den entstandenen Dicyclohexylharnstoff 
zu entfernen, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt a 
Der erhaitene Ruckstand wird in 100 ml Chloroform 
geldst und die LOsung mit einer 4%igen wasserigen 
Natnumbicarbonatlosung und Wasser gewaschen. Die 
gewaschene Lftsung wird uber wasserfreiem Magnesi- 
umsulfat getrocknet und zur Trockne eingeengt Der w 
Ruckstand wird mit einem Gemisch aus Athyiacetat 
(25 ml) und Ather (25 ml) digeriert man erhaJt em 
weiBes Rulver, das abfiltriert und aus Athanol-Ather 
nochmaJs ausgefallt wird Die Ausbeute betragt 1,12 g, 
[a]? -50,5° (c°* 1,1 in Methanol^ Rf 1 -032. K 

Analyse fOr C32H53O9N t0 

berecmiet C5332; H7.27; N 19,43 
gefunden C 53,49; H7,56; N 19,19 



b) Herstellung von PyrGlu-His-TRp-Ser-Phe-(D r 
Nva-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

Z-(D)-Nva-Uu-Arg(NO^Pro-Gly-NH 2 (1,0 g) wird 
in 10 ml 25%igem Bromwasserstoff in Essigsaure geldst 
und die Ldsung 50 Minuten lang gertihrt Das 
Reaktionsgemisch wird mit 200 ml trockenem Ather 
verdQnnt, urn einen Niederschlag zu erhalten, dieser 
wird abfiltriert und gut mit trockenem Ather gewa- 
schen. Das gesammelte Pulver wird Ober Natriumhydro- 
xid bei vermindertem Druck getrocknet Dieses Pulver 
wird in 10 ml Dimethylformamid zusammen mit 
(Pyr)Glu-His-Trp-Ser Phe-OH (1.0 g) und HONB 
(440 mg) geldst Die Ldsung wird auf 0°C gekOhlt und 
unter RQhren mit 400 mg DCC versetzt Das Gemisch 
wird 6 Stunden lang bei 0°C und weitere 16 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt Dann wird das Reaktionsge- 
misch filtriert urn den entstandenen Dicyclohexylharn- 
stoff zu entfernen, das Filtrat wird unter Zugabe von 
100 ml Ather digeriert, urn cincn Niederschlag zu 
erhalten, welcher abfiltriert wird. Der gesammelte 
Niederschlag wird in 10%igem wasserigem Athanol 
geldst und die Ldsung Ober eine mit Polystyrolharz 
[Amberlite* XAD-2, 3,5x25 cm] gefOllte Kolonne 
geleitet Die Kolonne wird nach dem Gradientenelu- 
tionsverfahren mit 10<M>igem wasserigem Athanol und 
100%igem Athanol (500 : 550 ml) eluiert Die Haupt- 
fraktion (380—520 ml) wird gesammelt und zur Trockne 
eingeengt Der Ruckstand wird in 5 ml heiBem 
Methanol geldst und durch Zugabe von Athyiacetat 
nochmals ausgeffillt, urn das geschOtzte Decapeptidamid 1 
zu erhalten. 1,41 g [<x]?-35,4° (c-0,12, in Methanol), 
RP - 0.20, RP = 0,56. 

Das geschOtzte Decapeptidamid (500 mg) wird in 5 ml 
wasserfreiem Fluorwasserstoff zusammen mit 03 ml 
Anisol bei -70°C geldst Nach 30 Minuten langem 
RQhren bei -5°C wird der Fluorwasserstoff abge- 
dampft Der entstandene RQckstand wird in 20 ml 
Wasser geldst und die Ldsung zweimal mit 10 ml 
Athyiacetat extrahiert Die wfisserige Schicht wird Ober 
eine mit Carboxymethylcellulose (2x33 cm) gefOllte 
Kolonne geleitet die Kolonne wird nach dem 
Gradientenelutionsverfahren unter Einsatz eines Am- 
moniumacetatpuffers als Eluens eluiert [0,005 M, pH 6,8 
(500 ml) . . : 0,2 M, pH 63 (500 ml)]. Die Hauptfraktion 
wird gesammelt (420— 680 ml) und lyophilisiert, wobei 
ein weiBes Pulver erhalten wird Die Ausbeute betragt 
380 mg, [a]? -32,4° (c-0,52, in 5%iger Essigsfiure, 
RP « 0,05, RP~ 0,68. 

Aminosaureanalyse: His 1JM; Arg 0,98; Trp 037; Ser 
0,94;Ghi 1,00; Pro 1,02; Gly 1,00; Nva 1,01; Leu 1,00; Phe 
037(Peptidgehalt84%)i 

Beispiel 2 

Herstellung von PyrGlu- His-Trp-Ser-Tyr-{D>Nle- 
Leu-Arg-Pro-Gry-NHa nach dem Festphaseverf ahren 

a) Herstellung von BOC-Gly-Harz 

In 60 ml Chloroform- Athanol (2:1) werden 10 g 
Chlormethylharz eingebracht (O-Gehalt 2,0 mMol/g), 
darauf folgt die Zugabe von 103 g BOC-Gly und 8,4 ml 
TriathyiamirL Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 
1^ Stunden geruhrt und dann 24 Stunden lang erhitzt 
Das Harz wird abfiltriert und gut mit Dimethylform- 
amid, dann mit Athanol, Wasser. Athanol und Ather in 
angegebener Reflienfolge gewaschen und getrocknet 
Die Ausbeute betragt 17,55 g. Die AminosSureanaJyse 
zeigt, daB dieses Harz 038 mMol/g BOC-Gly enthilt 
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b) Herstellungdes PyrGlu-His(Tos)-TrpSer(Bzl)- 
Tyr(Bzl)-D.NIc.Uu.Arg(Tos).Pro-Gly-Har2es 

In das Reaktionsgefafl einer automatischen Peptid- 
herstellungsvorrichtung (ModcII APS-800 von Simadzu > 
Seisakusho K.FC, Japan) werdcn 2.177 g BOC-Gly-Harz, 
das wic obcn angefflhrt hergestellt wurde, cingebracht 
und mit Dichlormethan 12 Stundcn iang angequollen. 
L-ann werden folgende Aminosauren nach dem unten 
angefQhrten Schema eingebracht: to 

BOCPro, BOC-ArgfTos), BOC-Leu, 
BOC-D-Nle, BOC-Tyr(BzJ), BOC-SerfBzlX 
BOCTrp, BOCHisfTos), PyrGlu. 

Dichlormethan (3 Minuten x 3), 50% Trifluo- is 
ressigsaure/Dichlormethan (10 bzw. 30 Minuten). 

— Dichlormethan (3 Minuten x 3X — Athanol (3 
Minuten x3^ Dichlormethan (3 Minuten x 3) 

- 10% Triathylamin/Chloroform (10 Minuten) -> 
Chloroform (3 Minuten x 3) ? Dichlormethan (3 29 
Minuten x2)-» BOC-Aminosaureanhydrid (her- 
gestellt aus BOC-Aminosaure und DCC nach einem 
bekannten Verfahren) (30 und 60 Minuten) - 
Acetylierung(mit Sflureanhydrid in Dichlormethan 
und TriSthylamin) (1 Stunde) Dichlormethan (3 25 
Minuten x 3) [nur PyrGlu wird direkt mit DCC in 
Dimethylformamid kondensiert J 

Das Harz wird mit Athanol, Chloroform und 
Dimethylformamid, dann mit Ather gewaschen und x 
getrocknetdie Ausbeute betragt £20 g. 

c) Hersteilung von PyrGlu-His(ros)-Trp-Ser(Bzl)- 
Tyr(Bzl)-D-Leu-Uu-Arg(Tos).Pro-Gly-NH 2 

In 50 ml mit Ammoniak gesSttigtem Methanol 35 
werden 2,622 g des nach b) hergestellten Harzes 
suspendiert, die Suspension wird bei Raumtemperatur 
70 Stunden Iang geruhrt 

Das Harz wird abfiltrierf und mit Dimethylformamid 
gewaschen. Das Filtrat und die Waschwasser werden 40 
zusammengegeben, bei vcrmindertem Druck zur Trock- 
ne eingeengt und mit Ather behandelt Nach diesem 
Verfahren erhalt man 1,187 g rohes Pulver. 

Tabelle 
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588 mg dieses Produktes werden in einer trockenen 
Saule an 50 g Silikagel gereinigt, als EntwicklerflQssig- 
keit wird ein Ldsungsmittelsystem aus Methanol und 
Chloroform verwendet Man erhalt 186 mg des ge- 
wOnschten Produktes. 

d) Hersteilung von PyrGlu- His-Trp-Ser- 
Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 

In Gegenwart von 0,2 ml Anisol und 0,2 ml Mercapto- 
athanol werden 1733mg des nach c) hergestellten, 
geschutzten Peptides in 5 ml trockenem Fluorwasser- 
stoff geldst, die Ldsung wird bei 0°C I Stunde Iang 
gerflhrt Nach Ablauf dieses Zeitraumes wird sie bei 
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt und das 
Konzentrat in 20 ml Wasser geldst Die unldslichen 
Stoffe werden abfiltriert und das Filter Ober eine 
Kolonne (1,5 cm Durchmesser x 20 cm) eines stark 
basischen Anionenaustauscherharzes (Amberlite* 
IRA-410 Acetat-Form) geleitet Die vorgereinigten 
Em-enter; werden anschlieBend mittels Carbo*ylm e thyl- 
cellulose (1,5 x 22 cm; nach dem Gradientenelutionsver- 
fahren unter Einsatz von 0,005 M bis 0,2 M Ammo- 
niumacetat mit einem pH- Wert von 63) und hierauf Ober 
Polystyrolharz (Amberlite* XAD-2) (13x7,5 cm. nach 
dem Gradientenehitionsverfahren unter Verwendung 
von 5-70%igem wasserigem Athanol) gereinigt Das 
Eluat wird der Gelfiltrationschromatographie an Sepha- 
dex* LH-20 (03 x 533 cm, 0.1 N EssigsSure) unterwor- 
fen. Man erhalt 39 mg der gewQnschten Verbtndung. 
[a] £ -403° (c- 03 in 5%iger wfisseriger Essigsfiure). 

Ahiinosaureanalyse (Saurehydrolyse in Gegenwart 
von Thioglycolsaure): Glu 037; His 037; Trp 034; Ser 
038; Tyr 1,0; Leu 1,00; Nle 1,06; Arg 1,03; Pro 130; Gly 
l,03(87%Ausbeute). 

freispiele 3-13 

In der nachstehenden Tabelle sine) Decapeptidamlde 
der Formel (I) angefohrt, welche nach einem in Beisptel 
2 angefQhrten fthnlichen Verfahren, jedoch unter 
Einsatz der in der Tabelle angegebenen Ausgangsmate- 
nahen ansteUe der in Beispiel 2 angeffihrten hergestellt 
wurden. 



Bei* 
spiel 



Decapeptidamide (I) 



Ri Rj 



R3 



Mi 4 
U-03) 
in 5%iger 
waBriger 
Esstgsaure 



Aminosaureanalyse 



Ausgangsmaterialien, die anstclle der in Beisptel 2 
angefQhrten eingesetzt wurden 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Nle 



BOC-Leu 



Tyr D-Ser Leu -44.8° 



Tyr D- Abu Leu -43.2° 



Tyr D-Nva Ua -38-9° 



His 1.02;. 
Trp 0.97; 
Glu 1.00; 
Gly 1.03; 
Tyr 0.96 
His 0.96; 
Tip 0.89; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Leu 1.00; 

His 1X0; 
Trp 032; 
Glu 1.00; 
Gly Ml; 
Leu 0.98; 



Arg 1.01; 
Set 1.91; 
tto Ml ; 
Leu 0.97: 



BOC~Tyr(BzI) BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Leu 



Arg LOO; BOC-Tyr(BzI) BOC-D-Abu BOC-Leu 

*r 052; 

Fro 1.00; 

Abu0.97; 

Tyr 03* 

Air 0.99; BOC-Tyr(Bzf) BOC-D-Nva BOC-Uu 

Ser 051; 

Pro 1.00; 

NvaO.97; 

Tyr 03* 



BEST AVAILABLE Co- 



11 



25 09 783 



12 



Fortsetzung 



Bei- Decapeptidamide (1) 
spiel 

R| *2 Rj 



(r-0,5) 
in 5%iger 
waflriger 
Essigsaure 



Aminosaureanalyse 



Ausgangsmatsrialien, die anstelle der in Beispiel 2 
angefiihrten eingeseizt wurden 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Nle 



BOC-Leu 



10 



11 



12 



13 



Tyr D-Thr Uu -37.5° 



Tyr D-Phe Uu -52.4° 



Tyr D-Met Uu -42.0° 



Phc D-Phe Uu -69.5° 



Tyr D-Abu He -38.5° 



Phc D-Ser NIe -32.5° 



Phc D-Nle Nlc -35.1° 



Phc D-Nva lie 



-35.5° 



His 1.01 
Trp 0.95 
Ser 0.92 
Pro 1.00 
Leu 1.00; 

His 1.00 
Trp 0.87 
Glu 1.00: 
Gly 1.01 
Phc 1.00; 

His 0.98 
Trp 0.89; 
Glu 0.99 
Gly 1.00; 
Uu 1.00; 

His 1.00; 
Trp 0.87 
Glu 1.01 
Gly 1.00 
Phe 1.98 
His 1.00; 
Trp 0.92; 
Glu 1.03; 
Gly 1.00; 
lie 0.98; 

His 0.96; 
Trp 0.87; 
Glu 1.00; 
Gly 1.00; 
Phc 1.02 

His 1.00; 
Trp 0.82; 
Glu 1.02; 
Gly 1.00; 
Phc 0.97 
His 0.96; 
Trp 0.86; 
Glu 1.00; 
Gly 0.98; 
lie 0.92; 



Arg 0.98; 
Thr 1.00; 
Glu 1.00; 
Gly 0.99; 
Tyr 0,98 

Arg 0.99; 
Ser 0.89; 
Pro 0.99; 
Uu 0.98; 
Tyr 0.96 

Arg 1.00; 
Ser 0.92; 
Pro 0.98; 
Mel 0.79; 
Tyr 1.00 
Arg 0.98; 
Ser 0.98; 
Pro 0.98; 
Uu 1.00; 

Arg 1.00; 
Ser 0.88; 
Pro 1.00; 
Abu0.96; 
Tyr 0.98 
Arg 0.94; 
Ser 1.87; 
Pro 0.99; 
NIe 0.96; 

10 

Arg 1.01; 
Ser 0.89; 
Pro 1.00; 
NIe 2.03; 

Arg 1.00; 
Ser 0.89; 
Pro 1.00; 
Nva0.90; 
Bfce0.99 



BOC-Tyr(BzJ) BOC-D-Thr BOC-Uu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Phe BOC-Leu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Met BOC-Uu 



BOC-Phe 



BOC-D-Phe BOC-Uu 



BOC-Tyr(Bzl) BOC-D-Abu BOC-Ile 



BOC-Phe BOC-D-Ser(Bzl) BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nle BOC-Nle 



BOC-Phe BOC-D-Nva BOC-Ile 



Vergleich der oruUuonsinduzierenden Wirksamkeit der erfindungsgenuBen Decapeptid- 
i PyiGlu-Hb-Trp-Scr-R^Rj-Rj-Arg-Pro-GIy-NH! mil LH/RH 

r, r 2 7 R 3 Ovulatioostflduziercride 

Wiitsamkert 
ED5o(«/100|b.w.) 



VenJeicfa 


Tyr 


Gly 


Leu 


215 (LH/1 


2 


Tyt 


D-Nle 


Uu 


9,8 


3 


Tft 


D-Ser 


Uu 


*fl 


4 


Tyr 


D-Abu 


Lm 




5 


Tyr 


D-Nva « : ' 


Uu 


M 


6 


Tft 


D-Thr 


Leu 


9fi 


7 






Uu 


7,7 
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Beispiel R, Rj 



8 


Tyr 


D-Met 


Leu 


9 


Phe 


D-Phe 


Leu 


JO 


Tyr 


D-Abu 


He 


tl 


Phe 


D-Ser 


Nle 
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R J Ovulationsinduzierende 
Wirksamkeft 

EDjodJg/lOOgb.w.) 



8,6 
10,8 
12,7 
12,0 



/i£ l ^r U, ? i . 0 ? lndll ^5 f€ ? d S Wirksamkelt wurde nach der in J.Med.Chem 16 1144 
(1973) beschnebenen Methode bestimmt. 9 
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